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En cianobacterias, NtcA, conocido como el regulador global del 
nitrógeno, y la proteína transductora de señales PII, una de las más 
conservadas en transducción de señales, constituyen dos reguladores 
clave del metabolismo del nitrógeno. Ambas son capaces de responder a 
los niveles de 2-oxoglutarato (2-OG), molécula que en cianobacterias 
sirve como un excelente indicador del status de nitrógeno intracelular. 
NtcA, controla la expresión de múltiples genes, principalmente 
implicados en el metabolismo del nitrógeno. In vitro, el 2-OG, estimula la 
unión de NtcA al DNA y la actividad transcripcional de NtcA. PipX (PII 
interacting protein X), identificada mediante el sistema del doble híbrido 
de levaduras está, al igual que NtcA, muy conservada y presente sólo en 
cianobacterias. PipX interacciona tanto con PII como con NtcA. El 2-OG 
favorece la formación de complejos entre PipX y NtcA e inhibe la 
formación de complejos PII-PipX en presencia de ATP in vitro. Estos 
complejos entre PipX y NtcA se forman también cuando NtcA está unido 
al DNA. La afinidad de PipX por los complejos NtcA-DNA depende de 
2-OG y de las características de las secuencia del DNA. La presencia de 
PipX es además necesaria para la correcta inducción in vivo de los genes 
dependientes de NtcA que hemos estudiado. 
Todos estos datos indican que PipX funciona como coactivador 
transcripcional de los genes dependientes de NtcA, potenciando la señal 
del inductor 2-OG. A su vez, la disponibilidad de PipX estaría regulada 
por las concentraciones intracelulares de ATP y 2-OG. Así pues, mediante 
la formación de complejos proteicos dependientes de la relación C/N y 
probablemente también del estado energético, PipX conecta a PII con el 
regulador global del nitrógeno en cianobacterias.
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La AGS fabrica el acetilglutamato, precursor de la arginina, y, en 
mamíferos, activador esencial de la síntesis de urea, siendo sus déficits 
congénitos causantes de hiperamoniemias clínicas. Hemos construido un 
modelo de la AGS a baja resolución, a partir de la estructura cristalina del 
enzima homólogo acetilglutamato quinasa (AGK) (J Mol Biol 2006, 
356,695). Como AGS y AGK son reguladas alostéricamente por arginina, 
corroboramos aquí mediante mutagénesis dirigida la ubicación predicha 
en ese modelo del sitio para arginina en AGS. Usamos AGS clonada de 
Pseudomonas aeruginosa, sobreexpresada y purificada en E. coli. Las 
mutaciones Y14A y K199A, que eliminan el anillo fenólico y el grupo 
amino propuestos para unir el C2 y el carboxilato de la arginina, elevaron 
50 veces la concentración de arginina inhibidora al 50%. Las mutación 
E269A elimina el carboxilato que interaccionaría con el guanidinio de la 
arginina, y la G275A restringiría la libertad conformacional del lazo 
H-16, implicado en las interacciones con la arginina. Ambas mutaciones 
abolieron la inhibición. El efecto de estas cuatro mutaciones fue 
altamente selectivo: no afectó de forma importante las constantes 
cinéticas para los sustratos, ni el estado oligomérico del enzima. Estos 
resultados identifican el sitio para la arginina en AGS, e indican que, 
como en AGK, este sitio no es compartido con los de los sustratos ni es 
parte del centro activo, constituyendo la primera prueba experimental de 
que AGS y AGK exhiben las similitudes estructurales propuestas. Grupo 
CIBERER 7-39 y Ayuda DGI-MEC BFU2004-05159/BMC.
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La expresión de los componentes del sistema colinérgico en entornos no 
neuronales ejerce funciones muy diversas. La señalización colinérgica 
tiene un papel destacado en patologías como el cáncer de pulmón, y en 
tumores de ovario hay una relación inversa entre la expresión de la 
enzima acetilcolinesterasa (AChE) y la supervivencia. En relación con la 
fertilidad masculina se ha señalado que la expresión de variantes AChE-R 
en espermatozoides puede predecir la infertilidad masculina relacionada 
con el estrés. El análisis de las colinesterasas en semen y tejido prostático 
podría tener valor diagnóstico y/o pronóstico de cáncer de próstata.
Se han analizado 21 muestras de semen de pacientes que acudieron al 
Laboratorio de Hormonas del Hospital Universitario Virgen de la 
Arrixaca (Murcia) para que se les realice un espermiograma como medida 
diagnóstica de una posible esterilidad. Se determinaron las actividades 
colinesterásicas (AChE y BChE) en fluido seminal y en solubilizados de 
espermatozoides. La actividad AChE en fluido seminal fue de 0,90 ± 0,50 
mU/mg proteína (una unidad representa los µmoles de sustrato 
hidrolizado por minuto) (rango desde 0,16 hasta 3,07 mU/mg) y la 
actividad butirilcolinesterasa 0,49 ± 0,22 mU/mg (rango 0,19-0,98). En 
extractos enzimáticos de espermatozoides la actividad AChE fue de 0,60 
± 0,37 mU/mg (0,068-1,05) y la BChE de 0,27 ± 0,19 mU/mg 
(0,06-0,68). El análisis de los componentes moleculares por 
centrifugación en gradientes continuos de densidad estableció que los 
fluidos seminales contienen dímeros globulares hidrofílicos (G2H) y 
anfifílicos (G2A), y tratrámeros hidrofílicos (G4H) de AChE. La 
actividad BChE se distribuyó en formas G4H y G4A. Los extractos 
celulares se componen de formas G2A de AChE y de formas G4H de 
BChE.
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El silenciamiento génico mediado por RNA es un proceso que conduce a 
la supresión de la expresión génica mediante la degradación de los 
RNAm diana. Se induce por la producción de moléculas de dsRNA 
derivadas de virus, transposones o transgenes. Nuestro grupo de 
investigación ha demostrado la existencia de un mecanismo de 
silenciamiento génico inducido por transgenes en M. circinelloides. Su 
característica más sobresaliente es la acumulación diferencial de dos 
clases distintas de siRNAs, de 21-nt y 25-nt, durante el crecimiento 
vegetativo del hongo. Estas dos clases de siRNAs están asociadas con la 
inducción y amplificación del silenciamiento y ambas corresponden al 
extremo 3’ del gen diana.
Para analizar el origen de los dos tipos de siRNAs, hemos aislado los 
genes que cifran las distintas proteínas implicadas en la producción y 
amplificación de los siRNA y hemos analizado su función en el 
mecanismo de silenciamiento mediante la obtención de mutantes nulos y 
el análisis de su fenotipo. Mucor cifra dos proteínas Dicer. Sólo la 
proteína Dcl-2 está implicada en el silenciamiento inducido por 
transgenes, mientras que Dcl-1 parece jugar un papel en la regulación de 
funciones celulares endógenas, sugiriendo que una sola enzima Dicer es 
la responsable de la producción de ambos tipos de siRNAs. El gen rdrp 
de Mucor, que cifra una polimerasa de RNA dependiente de RNA, es 
esencial para la inducción del silenciamiento por transgenes con sentido y 
puede cumplir un papel en la amplificación del silenciamiento inducido 
por dsRNA. Finalmente, Mucor cifra tres proteínas de la familia 
Argonauta, la subunidad catalítica del complejo inductor del 
silenciamiento. Se presentarán datos sobre el papel de estos genes en el 
mecanismo de silenciamiento.
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